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論 文 内 容 要 旨
血液脳 関門(Blood-brainbarrier;BBB)の 実体で ある脳毛細血管 内皮細胞 は互 いに密着結合 で連結 し,
異物の非特異的透過 を制限 している。一方,脳 内 には種 々の内因性物質が存在す るが,脳 機能 を維持 する
ため には,こ れ らの脳 内 レベル を一定 に保つ調節機構 が必要 であると推定 されている。特 に脳内 に多 く存
在す る硫酸抱合体 について不 明な点が多い。そ こで本研究 では,肝 移行性 のエス トロ ン硫酸抱合体 お よび
デ ヒ ドロエ ピアン ドロステロ ン硫酸抱合体 と腎移行性 のイ ン ドキシル硫酸 をモデル基質 として選び,BBB
を介 した脳か らの排 出輸送機構 を明 らかにす るこ とを目的 とした。
1.BBBを 介 したEIS及 びE1の 脳 からの排出輸送 の解析
女性 ホルモ ンの一つ であるエス トロン(El)は,脳 内で産生 され,神 経細胞 の分化や興奮性の制御 に関
与 している。 この活性型 エス トロンは硫酸転移酵 素の働 きに よって,不 活性型 の硫酸抱 合型エ ス トロン
(EIS)に 代謝 される。E1及 びEISは 循 環血液 中に も存在す るこ とか ら,こ れ までBBBを 介 したE1及 び
EISの 動態解析 に関 しては主 に循環血液 中か ら脳 内へ の移行性 に焦点 を当 てそ行 われて きた。一般 に,化
合物 の脂溶性 とBBB透 過速度 との間には相 関関係があ り,Elは その脂溶性か ら予測 されるBBB透 過速度
を示す ことか ら,受 動拡散 でBBBを 透過す る と考 え られ る。 これに対 して,EISのBBB透 過速度 はその
脂 溶性 か ら予測 されるより も低 い ことが明 らか になってお り,排 出輸送系 の存在 が予想 される。以上 のこ
とか ら,脳 内でEIがE、Sに 代謝 された後,EISが 循環 血液 中に排 出され ることが,E1の 脳内濃度 の調節 に
関与 してい る と考 え られ る。そ こで本研究で は,BBBを 介 したE,Sの 脳か らの排出輸送機構 につ いて解
析 を行 った。
BBBを 介 した脳か らの排 出輸送機構 は,ラ ッ ト大脳Par2領 域 に[3H]EISをmicro一 両ectionし た後 の脳
内残存率 を測定 する ことで解析 した。EISはBBBを 介 して脳 か ら経時 的に排 出 し,半 減期 は約10分 であ
った。同様 に,E1も 脳 か ら経時 的に消失 し,ElのBBBを 介 した脳 か らの排出 クリアラ ンス はEISよ りも
少 な くとも3倍 高 かった。以上の ことか ら』,E1はBBBを 自由 に透過で きるの に対 して,BBBに おけ る
EISの 輸送 は主 に脳か ら循環血液方向 に働 いている ことが示唆 されたる
このEISの 排 出過程 は飽和性 を示 したこ とか ら(K。=96.0μM),BBBでE、Sの 排出輸送系 が機能 して
いることが示唆 された。EISは 分子 内に硫酸基 を持 つ有機 アニ オン性化合物 であることか ら,E、Sの 脳か
らの排出輸 送特性 を解析す るために,幾 つ かの有機 アニオ ン性化合物 を用 いて阻害実験 を行 った。EISの
排 出輸送 は有機 デニオ ン性化合物の輸送担体であ るorganicaniontransportingpolypeptide1(oatpi)及 び
oatp2の 基 質あるいは阻害剤 であ るス ルポプロモフ タレイ ン,タ ウロコー ル酸,コ ール酸 お よび プロベ ネ
シ ドに よって有意 に阻害 されたが,organicaniontransporter3(OAT3)の 基質 であるパ ラア ミノ馬尿酸で
は阻害 され なか った。以上の結果 か ら,oatpfamilyがBBBを 介 したEISの 脳か らの排 出輸送 を担 い,そ
の結果EISの 脳 内濃度が低 く保 たれているこ とが示唆 された。 さらに,EISの 脳 か らの排 出輸送 はEISの
構造 類似体 で男性 ホルモ ンのデ ヒ ドロエ ピアン ドロス テロ ンの硫酸抱合体(DHEAS)に ようて有意 に阻
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害 され た。従 って,EISとDHEASは 共通の輸送系で脳か ら排出 されるこ とが示唆 された。
2.BBBに おけるDHEASの 輸送解析
前章 の研究結果 か ら,DHEASが,EISと 共通の輸送系 を介 して脳 か ら排 出 される ことが示唆 され た。
DHEASは 主 にオリゴデ ン ドログリアによって脳内で生合成 される神経ステ ロイ ドで あ り,GABAA受 容体
に対 して拮抗作用 を有す るため,中 枢神経系 におい て神 経細胞 の興奮性 を制御す る上で重 要な役割 を担 う
化合物 と考 え られてい る。 この ようにDHEASは 神経細胞の機 能 と密接 に関与す るステロイ ドホルモ ンで
あるに も関わ らず,そ の脳内での代謝 ・消失経路お よび脳 内濃度 を一定 に調節す るための メカニズムにつ
いては これまで明 らか にされていない。そ こで,本 研究で は,BBBを 介 したDHEASの 脳 か らの排 出輸送
機構 について解析 を行 った。
DHEASの 脳 からの排 出速度 を実験 した ところ,DHEASはBBBを 介 して脳 から経時的に排 出 され,半
減期 は約26分 で あった。DHEASのBBBを 介 した脳 か らの排 出ク リアラ ンスは,脳 への取 り込み クリア
ランス よ りも約10倍 高 く,BBBに おけるDHEASの 輸送 は脳 か らの排 出方 向に優位であ ることが明 らか
となった。 このDHEASの 排 出速度 は飽和 性 を示 し(K。=32.6μM),oatpfamilyの 基質あるいは阻害剤で
あるスルボブロモ フタレイン,タ ウロ コール酸,コ ール酸 お よびプロベ ネシ ドによって有意 に阻害 された
が,OAT3の 基質であるパ ラア ミノ馬尿酸で は阻害 されなかった。以上の結果 か ら,oatpfamilyがBBBを
介 したDHEASの 脳 か らの排 出輸送 を担 うことが示唆 された。
さらに,条 件的不死化 マウス脳 毛細血管 内皮細 胞株TM-BBB4を 用いて,BBBに おけるDH恥Sの 輸 送'
機構 を より詳細 に解析 した。DHEASの 取 り込 みはNa+一 非依存性 であ り,ス ルポプ ロモフ タレイ ン,タ ウ
ロコール酸,コ ール酸 お よびプロベ ネシ ドによって有意 に阻害 されたが,パ ラア ミノ馬尿酸で は阻害 され
なかった。加 えて,oatp2の 特異 的基質 であるジ ゴキ シンによって有意 に阻害 され たこ とか ら,DHEAS
の脳毛細血 管内皮 細胞への取 り込 み輸送 にはoatp2が 関与 してい るこ とが示唆 された。 一方,TM-BBB4
にお けるDHEASの 細胞 内蓄積量 は,細 胞 内ATPを 枯渇 させ た条件下で コン トロール よ りも約40%有 意
に増加 したこ とか ら,DHEASの 脳 毛細 血管内皮細胞 か らの排 出過程 にはATP一 依存 的な輸送系 が関与 し
てい ることが示唆 された。
3.BBBを 介 したインドキシル硫酸の排出輸送解析
脳内ステロイ ドホルモ ンの硫酸抱合体 とは異なり,脳 以外の臓器で産生 される硫酸抱合体 も脳内に存在
するq肝 臓で産生 されるインドキシル硫酸は尿毒症物質の1種 であ り,尿 毒症患者の中枢神経障害との関
連性が示唆されている。健常時におけるインドキシル硫酸の脳内濃度は血中濃度の約3分 の1に 保たれて
お り,脳 内分布性が制限されている。そこで本研究では,BBBを 介 したインドキシル硫酸の脳か らの排1
出輸送機構 について解析を行 った。
イン ドキシル硫酸の脳からの排出を実測 したところ,イ ンドキシル硫酸はBBBを 介 して脳から経時的
に排出 し,半 減期は約64分 であった。BBBを 介 したインドキシル硫酸の排出は,有 機アニオン性化合物
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の輸送担体OAT3の 基質で あるベ ンジルペ ニシ リン及 びシメチ ジンに よって有 意 に阻害 された 。一方,
OAT1及 びOAT2の 基質であ るイン ドメ タシン及 びサ リチル酸,oatp2の 基質である ジゴキ シン及 び トリ
ヨー ドチ ロニ ンでは阻害 されなか った。従 って,イ ン ドキ シル硫酸 の脳か らの排 出輸送 にはOAT3が 関与
しているこ とが示唆 された。 尚,イ ン ドキシル硫酸 の脳 か らの排出 は他の尿毒症物質 であるCMPFや 馬
尿酸 によって有意 に阻害 された。従 って,尿 毒症期 では,尿 毒症物質の脳内蓄積 を相乗 的に増大 させ るこ
とが示唆 された。
次 に,OAT3がBBBに 発現 しているこ とを解析 するために,OAT3の 塩基 配列 を基 に設計 したprimer
と単離脳 毛細血管 および条件的不死化 ラ ッ ト脳 毛細血 管内皮細胞株TR-BBBか ら調整 したmRNAを 用い
てRT-PCRを 行 った結果,目 的 とするOAT3の 配列 を有す る増幅産物 が得 られた。 さらに,イ ン ドキシル
硫酸 は,コ ン トロール と、比べ てOAT3を 発現 させ たアフ リカッメガエ ルの卵母細胞 に約11倍 高 く取 り込
まれた。以上 の結果か ら,OAT3が 脳毛細血管内皮細胞 に発現 し,BBBを 介 した尿毒症物質のイ ン ドキシ
ル硫酸の脳 か らの排出 に関与 していることが明 らかになった。
尿毒症期では脳 内の神経伝達物質の代謝 回転が異常 になることが報告 されてい る。そ して,ド ーパ ミン
の最終代 謝物 であるホモバニ リン酸お よびセ ロ トニ ンの最終代 謝物の5一ヒ ドロキシイ ン ドール酢酸 が有機
アニ オン輸送系 を介 して脳か ら排 出 されるこ とも報告 されている。 このこ とか ら,神 経伝達物 質の代謝物
が イン ドキ シル硫酸 と同 じOAT3を 介 して脳か ら排 出 される可能性が考 えられる。そ こで,神 経伝達物質
の代謝物 とOAT3と の相互作用 を解析 した ところ,OAT3を 介 したイン ドキ シル硫酸の取 り込みは,神 経
伝達物質である ノルエ ピネフ リン,ド ーパ ミン,セ ロ トニ ン及び ヒス タミンの代謝物 によって有 意に阻害
された。従 って,尿 毒症期 では,OAT3を 介 した神経伝 達物 質の代謝物の脳か らの排 出が変化 したため に,
神経伝達物質の代謝 回転 に影響 を及ぼ してい ることが推察 される。
本研 究で は,比 較 的疎水 性の高い硫酸抱合体 であるEユS及 びDHEASの 脳 か らの排出 にはoatp2の 関与
が示唆 され,比 較 的親水性の高い硫酸抱合体 であるイ ン ドキシル硫酸の脳 か らの排出 にはOAT3の 寄与が
大 きい ことが示 された。 これ まで'oatp2は 肝臓 の血管側膜 に,OAT3は 腎臓 の血管側膜 に局在 して,内 因
性 あ るい は外 因性化合物 の組織 内取 り込 み に関与 して吟 る こ とが報告 されてい る。本研 究 の成 果 か ら,
BBBに おける生理 的役割の少 な くとも一部 として,oatp2及 びOAT3がBBBに 発現 して,内 因性硫酸抱
合体 を脳か ら排 出輸送す るこ とが新たに明 らか となった。,
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審 査 結 果 の 要 旨
脳機 能 を維持す るため には,脳 内内因性物質 を一定 に保つ調節機構 が必要であ ると推 定 されている。特
に,脳 内 に多 く存在す る硫 酸抱合体 につ いて不 明な点が多い。そ こで,本 研究 は,肝 移行性 のエス トロ ン
硫 酸抱合体(EIS)お よびデ ヒ ドロエ ピア ン ドロステロ ン硫酸抱合体(DHEAS)と 腎移行性 のイ ン ドキシ
ル硫酸(IS)を モデル基質 として,血 液脳 関門(blood-brainbarder;BBB)を 介 した脳か らの排 出輸送機構
を解 明す るこ とを目的 とした。
EISは 半減期約10分 で脳 か ら排 出され た。BBBを 介 したこの排出過程 は飽和性(K。=96.0μM)を 示 し,
有機 アニオ ン性化合物の輸送担体 であるorganicaniontran§portingpolypeptide1『(oatp1)及 びoatp2の 基質
あるいは阻害剤 であ るスルポ プロモ フタ レイン,タ ウロコール酸,コ ール酸お よびプロベネシ ドによって
有意 に阻害 された。 しか し,organicaniontransporter3(OAT3)の 基 質であるパ ラア ミノ馬尿酸で は阻害
されなか った。DHEASに つ いても,同 様 の飽和性や阻害剤効果 な どが得 られた。EISとDHEASの 脳か ら
の排 出過程 は相互 に阻害 した。 さ らに,条 件 的不死化 マウス脳 毛細血管内皮細胞株TM-BBB4に 対 す る'
DHEASの 取 り込 みはNa+一 非依存性 を示 し,oatp2の 特異 的基質で あるジゴキシンによって有意 に阻害 さ
れた。 したが って,DHEASの 脳毛細血管内皮細胞へ の取 り込 み輸送 にはoatp2が 関与 しているこ とが示
唆 された。
一方
,ISは 脳か ら半減期64分 で排 出 され た。BBBを 介 したISの 排 出は,OAT3の 基質であるベ ンジル
ペ ニシリ ン及び シメチ ジンに よって有意 に阻害 された。・一方 ,OAT1及 びOAT2の 基 質であるイン ドメタ
シ ン及 びサ リチル酸,oatp2の 基質であ るジゴキ シン及び トリヨー ドチ ロニ ンでは阻害 されなかった。従
って,ISの 脳か らの排 出輸送 にはOAT3が 関与 している ことが示唆 された。単離脳 毛細 血管お よび条件
的不死化 ラ ッ ト脳毛細血管内皮細胞株TR-BBBか ら調整 したmRNAに 対 してRT-PCRを 行 った ところ,
OAT3の 部分配列 を有す る増 幅産物が得 られた。 さらに,ISは,OAT3のcRNAを 切ecdonし たアフ リカ
ツメガエ ルの卵母細胞 に対 してwaterinjectedに 比べ て11倍 高 く取 り込 まれた。 したがって,OAT3が 脳
毛細血管 内皮細胞 に発現 し,BBBを 介 した尿毒症物 質のISの 脳か らの排 出に関与 してい るこ とが明 らか
となった。 さ らに,脳 内神経伝達物 質の代謝物 との相互作用 を解析 した ところ,OAT3を 介 したISの 輸
送 は,ノ ルエ ピネフリン,ド パ ミン,セ ロ トニ ン及 びヒス タミンな どの代 謝物 によって有意 に阻害 された。
以上の成果か ら,脳 内の内因性 硫酸抱合体で あるEISとDHEASは,oatp2,ま たISはOAT3が,各 々
少 な くと も一部BBBに おい て働 くことで,脳 か ら循 環血液方 向へ排出 され ることが 明 らか になった。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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